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摘 要 :峨眉 拟 单 性 木兰 (Parakmeria omeiensis ) 是 木兰 科 (Magnoliaceae) 拟 单 性 木兰 属 (Parakmeria) 
的 常 绿 乔 木 ， 属 于 国家 一 级 保护 的 极度 濒危 植物 。 为 了 探究 峨眉 拟 单 性 木兰 两 性 花 中 雄性 败 育 发 生 
的 时 期 及 花药 不 同 发 育 时 期 的 生理 生化 特性 ， 以 两 性 花 中 的 不 育 雄 蕊 和 雄花 中 的 可 育 雄 蕉 为 试 材 ， 
利用 石蜡 切片 观察 两 种 雄蕊 的 花药 发 育 过 程 ， 并 测定 不 同 发 育 时 期 的 可 溶性 糖 、 可 溶性 蛋白 、 

且 氮 酸 含量 ， 分 析 过 氧化 氢 酶 (CAT) 、 过 和 氧化 物 酶 ( POD) 的 活性 。 结 果 表 明 : 〈1) 不 育 雄 蕊 与 可 
育 雄 蕊 在 减速 分 裂 时 期 出 现 明显 差异 ， 不 育 雄 葵 的 绒 息 层 致密 、 没 有 发 育 ， 四 分 体 未 形成 ， 随 后 解 
体 ， 花 粉 赛 中 无 花粉 。 可 育 雄 营 的 绕 秸 层 和 小 孢子 母 细 胞 发 育 正常 ， 成 熟 时 花粉 赛 开 裂 ， 花 粉 
粒 洲 出。 〈2) 不 育 雄 营 的 可 溶性 糖 含量 、 可 溶性 蛋白 含量 、 且 氨 酸 含量 ， 在 减 数 分 裂 时 期 、 单 核 期 
和 花粉 成 熟 期 都 显著 低 于 可 育 雄 蕊 。(3) 不 育 雄 蕊 POD 活性 整体 虽 上 升 趋势 ， 在 减 数 分 裂 时 期 、 

单 核 期 和 花粉 成 熟 期 都 显著 高 于 可 育 雄 营 ; 不 育 雄 蕊 CAT 活性 整体 呈 下 降 趋势 ， 显 著 低 于 同 

时 期 的 可 育 雄 营 。 综 上 可 知 ， 两 性 花 中 雄性 败 育 发 生 在 减速 分 裂 时 期 ， 其 败 育 的 主要 原因 是 物质 
能 量 代 谢 降 低 , 绕 息 层 没有 进一步 发 育 , 不 能 给 小 移 子 母 细胞 提供 营养 物质 ; 过 氧化 氧 酶 ( CAT) 及 过 
氧化 物 酶 ( POD) 的 活性 异常 ， 造 成 细胞 内 不 能 及 时 清除 自由 基 ，, 使 小 孢子 母 细 胞 的 减 数 分 裂 受 阻 ， 
无 法 形成 四 分 体 。 

关键 词 : 峨眉 拟 单 性 木兰 ， 雄 性 不 育 ， 花 药 发 育 ， 生 理 生化 特性 


让 


YE 


中 图 分 类 号 : Q944. 5 文献 标识 码 : A 
Cytomorphology, physiological and biochemical characterization 


of male sterile plant in Parakmeria omeiensis 


YU Daoping'»4, LI Cehong234 LI Xiaojie””4, CHEN Xuling”’, XIE Kongping1234 
(1. Sichuan Provincial Institute of Natural Resource Science, Chengdu 610041, China; 2. Emeishan 
Botanical Garden, Emeishan 614200, Sichuan, China; 3. Wild Plants Sharing and Service Platform of 
Sichuan Province, Chengdu 610041, China; 4. Emeishan Biodiversity Observation and Research Station 
of Sichuan Province Emeishan 614200, Sichuan, China) 

Abstract: Parakmeria omeiensis an evergreen tree belonged to Parakmeria of Magnoliaceae, 1s listed as 
a critically endangered plant under the first-grade State protection. Aimed to clarify the abortion period 
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of male sterility in bisexual flowers of P omeiensis and its physiological and biochemical characteristics, 
sterile stamens and fertile stamens were test materials, the anther development was observed by paraffin 
section, the contents of soluble sugar, soluble protein, proline were determined, and catalase ( CAT) and 
peroxidase ( POD) activity were analyzed. The results were as follows: (1)Significant difference were 
detected in meiosis stage in anther development between sterile stamens and fertile stamens, the tapetum 
layer of sterile stamens was dense and undeveloped, the microspore mother cells didn’t develop into the 
tetrad and subsequently disintegrated, so the pollen sac was empty. The tapetum layer and the 
microspore mother cells of fertile stamens developed normally, most pollen sac were broken and pollen 
grain were export. (2)The contents of soluble sugar, soluble protein, proline of sterile stamens were 
significantly lower than fertile stamens during the stage of meiosis, microspore monuclear and pollen 
mature. (3) POD activity of sterile stamens increased overall and was significantly higher than fertile 
stamens. CAT activity of sterile stamenst decreased as a whole and was significantly lower than fertile 
stamens. We conclude that the microspore abortion occurs at the stage of meiosis, the decrease in 
metabolism of material and energy causes the abortion of male in bisexual flowers, the tapetum layer 
don't develop further and it doesn’t provide nutrients to the microspore mother cells. CAT and POD 
activity are abnormalwhich results in the failure of timely scavenging free radicals in cells, and meiosis 
of microspore mother cells is blocked, so tetrads fail to be formed. 
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植物 雄性 不 育 (male sterility，MS ) 是 指 植物 体 不 能 产生 正常 有 功能 的 花粉 、 花 药 或 雄 配子 的 
遗传 现象 ( 范 彦 君 等 , 2016) 。 国 内 外 研究 者 分 别 从 细胞 发 育 、 生 理 生 化 特性 和 分 子 生 物 学 等 领域 对 
植物 雄性 不 育 材料 进行 了 大 量 研究 ， 并 在 禾 本 科 〈 沈 亚 琦 等 ，2022) 、 茄 科 〈 昌 晓 世 等 ，2015; 
雷 刚 等 ，2022) 和 十 字 花 科 〈 唐 蠢 等 ，2021) 等 多 种 作物 上 取得 了 一 系列 新 进展 ， 阅 明了 这 些 农 
作物 雄性 不 育 发 生 败 育 的 时 期 、 细 胞 学 特征 及 其 基因 对 雄性 不 育 的 调控 作用 。 对 木 本 植物 的 研究 
相对 较 少 ， 且 局 限 在 细胞 形态 学 和 生理 生化 等 初步 研究 上 〔 张 博 等 ，2015; 刘 望 舒 等 ，2019; 周 
洋 等 ，2020) 。 目 前 有 关 木 兰 科 植 物 的 生殖 发 育 研究 以 观察 大 小 孢子 和 雌雄 配子 体 发 育 的 细胞 形 
态 为 主 ， 探 索 了 小 孢子 败 育 发 生 的 时 期 和 细胞 学 特征 〈 谭 金 桂 等 ，2007; 


赵 兴 峰 等 ，2008; 张 凤 娟 等 ，2008; 潘 丽 琴 等 ，2021) 。 对 甜 凤 (Cucumis me7o) 、 高 羊 茅 CFestrca 


二 


王 亚 玲 和 张 寿 洲 ，2008; 


arundinacea) 和 紫花 首 蒂 (Wedicago sat7ra/) 等 雄性 不 育 材料 的 可 溶性 糖 、 蛋 白质 和 且 氨 酸 等 物质 
含量 的 研究 表明 ， 不 育 株 材料 花 器 官 中 ， 出 现 物质 代谢 水 平 降低 、 膊 氨 酸 亏损 现象 〈 盛 云 燕 等 ， 
2016; 陈 伟 等 ，2017; 王 莹 等 ，2018) 。 小 麦 (T7r7t7ceum aestivum) 和 大 豆 (G1ycine 12 习 等 不 育 材 
料 花 器 
可 育 材 料 ， 而 过 氧化 物 酶 (peroxidase, POD) 活 性 高 于 或 低 于 可 育 材料 ， 差 异 较 大 ( 刘 子 涵 等 ，2017; 
杨 龙 树 等 ，2017)。 


| 


王 


过 氧化 氨 酶 (catalase, CAT) 和 超 氧 化 物 歧化 酶 (superoxide dismutase, SOD) 活 性 多 数 低 于 
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峨眉 拟 单 性 木兰 (Parakmeria omeiensis) 为 木兰 科 (Magnoliaceae) 拟 单 性 木兰 属 的 常 绿 乔木 ， 


成 树 可 达 20~25 m。 为 峨眉 山特 有 种 , 分 布 于 海拔 1 100 一 1 500 m 的 常 绿 阔 趾 


100 株 ， 被 列 为 国家 一 级 重点 保护 野生 植物 (国家 林 草 局 农业 农村 部 ，202 
联盟 (IUCN) 红色 名 录 列 为 极度 濒危 物种 (IUCN，2022) ， 也 是 我 国 亟待 抒 救 保护 的 120 种 极 


小 种 群 野生 植物 之 一 (国家 林业 


局 ，2012 年 )。 峨 眉 拟 单 性 木兰 为 雄花 两 性 


| 林 中 ， 个 体 数 量 不 到 
1) ， 被 世界 自然 保护 


花 异 株 ( 胡 先 骊 和 郑 万 


钧 ，1951; 刘 玉 壶 等 ，1995)， 是 木兰 科 植 物 中 两 性 花 向 单 性 花 过 渡 的 中 间 类 型 〈 徐 凤 霞 ，1998， 


2002) 。 因 此 ， 开 展 峨眉 拟 单 物 


E 木 兰花 发 育 的 研究 对 探讨 该 种 的 性 别 分 化 、 


化 具有 重要 意义 。 
目前 有 关 峨 丑 拟 单 性 木兰 


的 看 


究 涉及 到 种 群 特征 〈 庄 平等 , 1993) 、 开 花 物候 及 繁育 系统 ( 余 


道 平 等 ，2017) 、 组 织 培养 技术 ( 陈 英 和 马 明 东 , 2008; 余 道 平等 ，2011) 、 


( 余 道 平等 ，2010; 余 道 平 和 李 策 宏 ， 
眉 拟 单 性 木兰 的 两 性 花 中 的 花药 不 开裂 ， 
“两 性 花 ” 在 生理 上 实 属 单 性 〈 雌 性 


雄 人 巷 和 雄花 中 的 可 育 雄 蕉 为 试 材 ， 采 月 


时 期 的 可 溶性 糖 、 可 溶性 蛋白 、 
通过 对 两 种 雄蕊 的 细胞 发 育 


性 败 育 发 生 在 什么 时 期 ， (2) 绒 秆 层 发 育 是 否 影响 小 孢子 败 育 ，《〈3) 两 特 
质 代 谢 、 过 氧化 酶 活性 有 何 关系 。 旨 在 探求 两 性 花 雄 性 不 育 的 时 间 和 原因 ， 


拟 单 性 木兰 雄性 不 育 的 分 子 机 制 | 丰 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 


究 、 性 系统 演化 机 制 研 究 莫 定 基础 。 


材料 均 采 自 峨 眉山 植物 园 内 峨眉 拟 单 性 木兰 雄性 不 育 株 (功能 性 上 肉 株 ) 和 


植物 园 内 的 峨眉 拟 单 性 木兰 种 尹 
成 ， 目 前 已 有 25 株 进入 开花 期 。 该 植物 园 


季风 气候 , 年 均 气 温 为 17.3 °C, 绝对 最 高 温度 为 34 "C 名 


mm， 年 均 相 对 湿度 为 83$%， 届 


F 日 


1.2 方法 
1.2.1 细胞 发 育 观 察 


fF 为 1989~1993 年 从 | 


照 时 数 为 1 398 h， 无 霜 期 为 300 d。 


木兰 科 植物 的 系统 演 


野外 回归 及 迁 地 保育 


2017; Yu et al. ,2020) 。 在 我 们 前 期 的 初步 观察 中 ， 发 现 峨 
无 花粉 ， 肉 蕊 发 育 正常 ， 能 受精 结实 ， 属 于 雄性 不 育 ， 
E) ,为 隐形 雌雄 异 株 , 繁育 系统 为 专 性 异 交 ( 余 道 平等 , 2017) 。 
然而 ， 关 于 该 种 花 发 育 的 细胞 形态 学 、 雄 性 不 育 机 制 尚 不 清楚 。 因 此 ， 本 研究 以 两 性 花 中 的 不 育 
石蜡 切片 观察 两 种 雄 世 的 花药 发 育 过 程 ， 并 测定 不 同 发 育 
有 晴 氨 酸 含量 ,分 析 过 氧化 氧 酶 (CAT) 、 过 氧化 物 酶 ( P0D) 的 活性 ， 
结构 、 生 理 生 化 特性 的 比较 研究 ， 拟 探讨 以 下 问题 : (1) 两 性 花 的 雄 
E 花 的 雄性 败 育 与 其 物 


为 后 续 深入 开展 峨眉 


雄性 可 育 植株 ( 雄 株 )。 


我 眉山 野外 海拔 1200~1500 m 采集 种 子 培育 而 
位 于 103"22'E、29?35'N， 海 拔 800 m， 属 亚热带 湿润 


色 对 最 低温 度 为 -3 °C， 


年 均 降 水 量 为 1 555.3 
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在 2020 年 11 月 至 2021 年 4 月 底 ， 每 7d4 取 1 次 峨眉 拟 单 性 木兰 花芽 3 一 5 个 ， 剥 离 出 雄蕊 
保存 于 固定 液 FAA[V (70% 乙 醇 ) : VC( 冰 乙酸 ) : 六 (甲醛 ) = 二 18:1:1] 并 抽 真 空 。 采 用 常规 石蜡 


名 


制 片 方法 ， 切 片 厚 度 6 一 8 hm， 鼻 红 一 固 绿 (Safranin-Fast Green) 对 染 法 进行 染色 、 脱 水 、 透 明 、 

温 蜡 、 包 埋 、 切 片 、 树 胶 封 片 ， 最 后 用 Olympus BX251 光学 显微镜 观察 并 照相 。 

1.2.2 生理 生化 指标 测定 
随机 采集 两 性 花 株 和 雄 株 不 同 发 育 时 期 的 花蕾 ， 根 据 花蕾 的 形态 特征 ， 结 合 镜 检 结 果 及 发 育 

时 间 将 其 分 为 小 孢子 母 细胞 时 期 ( 花 蔓 纵 径 2. 0 一 2. 5 cm) 、 减 数 分 裂 时 期 (花蕾 纵 径 2. 6 一 3. 6 cm)、 

单 核 时 期 ( 花 鞠 纵 径 3. 7 一 4.8 cm) 、 花 粉 成 熟 期 〈 花 蔓 纵 径 >5. 0 m) 4 个 发 育 时 期 ， 液 氮 速 冻 ， 

-80”C 冰箱 保存 待 测 。 可 溶性 蛋白 含量 、 可 溶性 糖 含量 及 游离 且 氨 酸 含量 的 测定 方法 参照 王 三 根 

(2017) 植物 生理 学 实验 教程 。 采 用 试剂 盒 测 定 样品 CAT、POD 含量 ， 试 剂 盒 来 源 于 上 海 索 桥 生物 有 

限 公 司 ， 按 照 试 剂 盒 使 用 说 明 书 进行 测定 ， 每 个 样品 重复 测定 3 次 ， 取 平均 值 。 

2 实验 结果 

2.1 雄蕊 形态 结构 

峨眉 拟 单 性 木兰 为 单 花 项 生 ， 具 佛 焰 苞 1 枚 ， 花 被 片 9-12 枚 ， 分 内 中 外 三 层 ， 乳 白色 。 雄 

花 具 雄蕊 34~42 枚 ， 长 2.0~ 2.5 cm， 宽 2.0~2.5 mm， 花 丝 鲜 红色 ， 花 药 饱满 ， 花 粉 量 多 ， 成 熟 时 

内 向 开裂 散粉 (图 1: B) ; 两 性 花 具 雄 世 18~25 枚 ， 长 1.5~1.8 cm， 宽 2.0-2.4 mm， 较 雄花 的 短 

小 、 且 扁 化 ， 花 丝 红 棕 色 ， 花 药 隔 紫 色 ， 不 开裂 ， 绿 色 的 峻 蕊 群星 椭圆 状 卵 圆 形 ， 具 短 柄 (图 1: 


A，C) 。 


不 育 雄 茧 Steril stamen 


和 WIN 


=——— 


/DAN 


可 育 雄 芍 Fertile stameii l cm 


A. 两 性 花 ; 了 B. 雄花 C. 两 种 雄蕊 形态 。 
A. Bisexual flower; B. Male flower; CC. Sterile stamen and fertile stamen. 


图 1 峨眉 拟 单 性 木兰 两 种 花 型 及 雄蕊 形态 


Fig.1 The morphological structure of flowers and stamens 


2.2 花药 不 同 发 育 时 期 的 显 微 结构 
2.2.1 小 孢子 母 细 胞 时 期 


Ns 
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可 


育 花药 从 外 到 里 依次 为 表皮 1 层 、 药 室内 壁 2 层 、 中 层 2 层 和 绒 秸 层 1~2 层 ， 绒 息 层 细胞 
核 大 、 染 色 深 ， 单 核 、 双 核 或 多 核 ， 小 孢子 母 细 胞 旦 多边形， 排列 紧密 ， 胞 质 浓厚 (图 2:， A) 。 不 
育 花 药 与 可 育 花药 的 形状 差别 不 大 ， 从 外 到 里 也 由 表皮 1 层 、 药 室内 壁 2 层 、 中 层 2 层 和 绒 息 层 
1 一 2 层 组 成 ， 但 绒 千 层 细胞 排列 不 整齐 、 体 积 较 可 育 的 绒 秸 层 小 、 多 为 单 核 (图 2: G) 。 
2.2.2 减 数 分 裂 期 

可 育 花 药 减 数 分 裂 前 期 ， 中 层 细 胞 开始 解体 ， 绒 息 层 细胞 发 达 ， 胞 质 浓厚 ， 排 列 整齐 规则 ， 
紧 贴 中 层 细胞 ， 小 孢子 母 细 胞 细胞 质 浓缩 ， 染 色 质 开始 凝聚 ， 随 后 染色 体 变 短 变 粗 ， 开 始 向 赤道 
板 移动 ， 细 胞 质 发 生 绕 裂 ， 不 伴随 细胞 板 的 形成 (图 2: B， 图 3: A，B) ， 第 2 次 减 数 分 裂 完成 
后 形成 4 核 ， 并 被 共同 的 脐 乃 质 包 围 ， 减 数 分 裂 为 修饰 性 同时 型 。 不 育 花 药 的 中 层 细胞 此 时 已 呈 
线性 ， 绒 秸 层 细胞 膨大 、 排 列 不 规整 ， 与 位 于 药 隔 部 位 的 花药 壁 脱离 ， 此 时 小 孢子 母 细胞 细胞 质 
与 细胞 核发 生 收 缩 ， 无 细胞 形态 ， 减 数 分 裂 异 常 〈 图 2: 鳃 ,细胞 出 现 多 极 纺锤 体 ( 图 3: FE) 、 染 
色 体 桥 ( 图 3: D) 、 染 色 体 落后 (图 3: E) 、 染 色 体 不 均等 分 裂 ( 图 3: G，H) 等 现象 。 
2.2.3 四 分 体 时 期 
育 花 药 的 小 孢子 从 脐 肽 质 壁 中 释放 出 来 时 ， 中 层 解 体 成 线形 ， 绒 息 层 开始 退化 ， 在 四 分 体 
后 期 ， 整 个 绒 秸 层 细胞 染色 较 深 ， 细 胞 形态 消失 ， 排 列 不 规则 ， 细 胞 核 与 细胞 质 界限 不 明显 ， 最 
后 与 药 室 内 壁 脱离 ， 四 分 体 小 孢子 的 排列 方式 多 为 四 面体 形 (图 2: C) 。 不 育 花 药 中 层 完全 解体 ， 
绒 秆 层 没 有 发 育 ， 还 是 整体 在 一 起 ， 并 且 与 药 室内 壁 紧密 粘 在 一 起 ， 小 孢子 继续 收缩 成 “ 骨 形 ”， 
开始 解体 ， 不 能 形成 四 分 体 ( 图 2: I， 图 3: J)。 
2.2.4 小 孢子 单 核 时 期 
育 花 药 绒 息 层 开 始 解 体 ， 分 泌 腾 肽 质 酶 ， 分 解围 绕 四 分 体 周围 的 脐 采 质 壁 ， 释 放出 单 核 小 
孢子 ， 常 呈 球 状 或 李 圆 形 ， 细 胞 质 较 浓 ， 细 胞 核 位 于 中 央 。 随 后 细胞 质 逐 渐变 淡 ， 液 泡 化 现象 逐 
渐 明 显 ， 小 液 泡 汇 集成 一 个 大 液 泡 ， 核 及 细胞 质 被 挤 到 细胞 的 边缘 ， 成 为 单 核 靠 边 期 (图 2: D) 。 
不 育 花 药 绒 秸 层 细胞 致 害 ， 染 色 深 ， 退 化 异常 ， 小 孢子 母 细 胞 开始 解体 (图 2: J， 图 3: I 站。 
2.2.5 双核 及 花粉 粒 成 熟 时 期 

双核 花粉 粒 形成 时 ， 绒 息 层 细胞 质 已 基本 耗 尽 ， 仅 留 有 细胞 壁 结构 ， 药 室内 壁 细 胞 内 向 壁 出 
现 纤维 状 加 厚 (图 2: E)， 成 熟 的 花粉 粒 表 面 有 刺 突 ， 绒 息 层 完全 降解 (图 2: F) 。 不 育 花药 绒 秸 
层 薄 壁 细胞 溶解 ， 填 充 花 粉 陡 ， 小 孢子 母 细 胞 继续 解体 ， 逐 渐 消 失 (图 2: K) ， 致 使 整个 药 室内 无 
花粉 粒 的 产生 ， 形 成 空 壳 ( 图 2: L, 图 3: K, LL)。 
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A~F. 可 育 花药 ; G~L. 不 育 花 药 ; A，G. 小 孢子 母 细 胞 时 期 , B，H. 减速 分 裂 时 期 , C, 工 四 分 体 时 期 ; D, J 小 
孢子 单 核 时 期 E，K. 为 双核 时 期 ，F，L. 成 熟 花 粉 粒 时 期 ，Ep. 表皮 层 ; En. 药 室 内 壁 ，Ta. 绒 秸 层 ，ML 中 
层 ; Mme. 小 孢子 母 细 胞 ，Te. 四 分 体 ，FL 纤维 层 ， Dmme. 降解 的 小 孢子 母 细胞 ，Ms. 小 孢子 ，Cdmme. 完全 
降解 的 小 孢子 母 细 胞 ，Dta. 降解 的 绒 千 层 ，Cta. 致密 的 绒 息 层 ，Pg. 花粉 粒 ，Mpg. 成 熟 的 花粉 粒 ; A-C 和 G-I 
为 花药 横 切 面 ，D-F 和 J-L 为 花药 纵 切 面 。 
A-F. Fertile anther; G-L. Sterile anther; A,G. Microspore mother cell stage; B,H. Meiosis stage; C,L. Tetrad stage; D,J. 


Microspore monuclear stage; E,K. Microspore dual core; F,L. Mature pollen grain stage; Ep. Epidermis; En.Endothecium:; 
Ta. Tapetum; MI. Middle-layer; Mmece. Microspore mother cell; Te.Tetrad; Fl. Fibrous layer; Dmme. Degradated 
microspore mother cell; Ms.Microspore; Cdmmec.Completely degradated microspore mother cell; Dta. Degradated 
tapetum; Cta. Compact tapetum; Pg. Pollen grain; Mpg. Mature pollen grain. A-C and G-I.Transverse section of anther; 
D-F and J-L. Longitudinal section of anther. 

图 2 不 育 花药 和 可 育 花 药 在 不 同 发 育 时 期 的 显 微 观 察 


Fig.2 Microscopic observation of sterile and fertile anthers at different development stages 
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A. 细 线 期 B. 侦 线 期 C. 中 期 I， 染色 体 提前 分 向 两 极 ; D. 后 期 1， 具 染 色 体 桥 ; E. 后 期 [， 具 落后 染色 体 ; F. 多 
极 纺锤 体 ， G-H. 后 期 I， 不 均等 分 裂 ; I-J. 小 孢子 母 细 胞 逐渐 解体 ，K. 残留 的 胖 服 质 壁 空 党 ，L. 小 孢子 解体 后 
的 碎片 ，Cb. 染色 体 桥 ， Lec. 落后 染色 体 ，Ca. 脐 采 质 。 


A. Leptotene stage; B. Synaptene stage; C. MetaphaseIwith precocious migration of chromosomes to the poles; D. 


人 站 hinaV i 人 人 
CNINAAIV 口 


AnaphaseIwith chromosome bridge; E. AnaphaseIwith lagging chromosomes; F. Multipolar spindles; G-H. Anaphase II 
with asymmetrical separation; I~J. Gradually disintegrated microspore mother cell; K. Empty shell of callose wall; L. 


Vestige of dissolved microspores; Cb. Chromosome bridge; Lec. Lagging chromosome; Ca. Callose. 


图 3 不 育 花药 小 孢子 母 细胞 减 数 分 裂 及 其 解体 过 程 


Fig.3 Meiosis and disintegration of microspore mother cells of male sterile anthers 


2.3 生理 生化 指标 测定 结果 
2.3.1 花药 不 同 发 育 期 营养 物质 含量 
不 育 雄 蕊 和 可 育 雄 蕊 花药 发 育 过 程 中 可 溶性 蛋白 含量 的 变化 如 图 4: A 所 示 。 可 溶性 和 蛋白 含量 
在 不 育 雄 营 中 呈 下 降 趋 势 ， 在 可 育 雄 营 中 呈 先 升 后 降 趋势 。 在 小 孢子 母 细胞 时 期 ， 不 育 雄 念 略 低 
于 可 育 雄 葵 ， 差 异 不 显著 ; 减 数 分 裂 期 、 单 核 时 期 和 花粉 成 熟 期， 不 育 雄 蕊 显著 低 于 同时 期 可 育 
雄 巷 。 随 着 花药 的 发 育 ， 不 育 雄 巷 和 可 育 雄 益 的 可 溶性 糖 售 量 呈 递增 趋势 ， 旦 在 花药 发 育 各 时 期 ， 
不 育 雄 世 的 可 溶性 糖 含量 都 低 于 可 育 (图 4: B) 。 在 小 孢子 母 细胞 时 期 ， 不 育 和 可 育 雄蕊 的 可 游 
性 糖 含量 差异 不 显著 ;在 减 数 分 裂 期 、 单 核 期 、 花 粉 成 熟 期 差异 显著 。 不 育 和 可 育 中 的 游离 且 氮 
酸 含量 随 花 药 的 发 育 先 增 后 降 〈 图 4: C) 。 在 小 孢子 母 细胞 时 期 ， 不 育 的 游离 且 氨 酸 含量 显著 高 
于 可 育 ， 是 可 育 的 1. 2 倍 ; 但 在 减 数 分 裂 期 、 单 核 伦 粉 期 和 人 花粉 成 熟 期 ， 不 育 雄 蕉 显著 低 于 可 育 
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I I II IV 
花药 发 育 时 期 Developmental stage of anther 


I、I、JH、IV 分 别 表示 小 孢子 母 细胞 时 期 、 减 数 分 裂 时 期 、 单 核 时 期 、 花 粉 成 熟 期 。 不 同 小 写字 母 表 示 显 著 差 异 
(P<0.05) 。 下 同 。 


1, I, HL IV mean microspore mother cell, meiosis stage, microspore monuclear stage, pollen mature stage,respectively. 


Different little letters represent significant differences (P=0.05). The same below. 
图 4 不 育 雄 蔓 和 可 育 雄 营 在 花药 不 同 发 育 时 期 的 可 溶性 蛋白 含量 (A) 、 可 溶性 糖 含量 〈(B) 及 游 
离 膊 氨 酸 含量 〈C) 


Fig.4 Soluble protein content (A), soluble sugar content (B) and free proline content (C) of sterile and 
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fertile stamens at different developmental stages 


2.3.2 花药 不 同 发 育 期 的 PO0D 活性 和 CAT 活性 
随 着 花药 的 发 育 ， 不 育 雄 葵 中 的 POD 活性 总 体 呈 递增 趋势 〈 图 5: A) ， 而 可 育 雄 蕊 的 POD 活 
性 总 体 呈 递减 趋势 。 在 减 数 分 裂 时 期 、 单 核 期 、 花 粉 成 熟 期 不 育 雄蕊 的 P0D 活性 都 显著 高 于 可 育 
花药 ， 分 别 是 可 育 花 药 的 1. 23 倍 、1. 93 倍 和 2. 28 倍 。 花 药 发 育 后 2 个 时 期 不 育 和 可 育 的 POD 活 
性 差距 非常 大 。 
不 育 和 可 育 雄蕊 的 CAT 活性 均 随 花药 发 育 呈 先 升 后 降 趋 势 ( 图 5: B) 。 在 小 孢子 母 细胞 时 期 ， 
两 者 差距 不 显著 ; 在 减 数 分 裂 时 期 、 单 核 期 、 花 粉 成 熟 期 不 育 雄 巷 的 CAT 活性 显著 低 于 可 育 雄 营 ; 
不 育 雄 营 CAT 活性 在 减 数 分 裂 期 升 高 ， 在 单 核 花 粉 期 开始 下 降 。 可 育 雄 营 CAT 活性 在 减 数 分 裂 期 
显著 升 高 ， 在 单 核 花粉 期 和 花粉 成 熟 期 逐渐 下 降 。 
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图 5 不 育 雄 共和 可 育 雄 蕊 在 花药 不 同 发 育 时 期 的 POD 活性 (A) 、CAT 活性 〈B) 
Fig.S POD activity (A) and CAT activity(B) of sterile and fertile stamens at different developmental 
stages 


3 讨论 与 结论 
3. 1 峨眉 拟 单 性 木兰 两 性 花 中 雄性 败 育 的 时 期 及 原因 

一 般 认为 双子 叶 植 物 花粉 败 育 高 峰 多 发 生 在 造 孢 细胞 至 四 分 体 时 期 ， 单 子叶 植物 则 多 发 生 在 
花粉 发 育 的 单 核 期 至 二 核 期 ，〈 朱 国 英 ，2000) 。 在 已 报道 的 木兰 科 濒 危 植 物 小 孢子 发 育 研究 中 ， 
其 花粉 败 育 时 期 表现 多 样 化 ， 可 发 生 在 次 生 造 和 钨 细胞 、 花 粉 母 细胞 、 减 速 分 裂 、 四 分 体 、 单 核 等 
多 个 时 期 〈 谭 金 桂 ，2007;， 王 亚 玲 和 张 寿 洲 ，2008; 赵 兴 峰 等 ，2008; 张 凤 娟 等 ，2008; 潘 丽 琴 
等 ，2021) 。 本 研究 发 现 ， 峨 眉 拟 单 性 木兰 雄性 败 育 发 生 在 小 孢子 母 细 胞 减 数 分 裂 时 期 ， 即 花粉 
母 细胞 到 四 分 体 这 个 阶段 ， 这 与 濒危 植物 西 畴 含笑 (Michelia coriacea) 和 天 女 木 兰 (Magnolia 


sieboldii) 小 孢子 败 育 的 时 间 一 致 ( 赵 兴 峰 等 ，2008; 张 凤 娟 等 ，2008 ) 。 不 同 的 雄性 不 育 类 型 具 
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不 同 的 败 育 表现 形式 ， 由 于 败 育 发 生 的 早退， 又 把 雄性 不 育 性 分 为 5 种 表现 型 : 雄 世 退化 或 变 


形 、 论 药 异常 、 孢 子宫 退化 、 小 孢子 退化 和 花粉 功能 缺陷 (Preuss et al. ,1993) 。 结 合 峨 眉 拟 单 
性 木兰 两 种 雄蕊 的 形态 结构 和 花药 发 育 过 程 的 比较 , 可 以 得 出 其 雄性 不 育 类 型 应 为 钨 子 吉 退化 型 ， 
即 小 孢子 母 细 胞 不 能 进行 正常 的 减 数 分 裂 ， 无 法 形成 四 分 体 , 致使 花药 内 没有 花粉 。 

多 数学 者 认为 ， 绒 息 层 的 异常 发 育 与 雄性 不 育 有 关 ， 绒 息 层 作为 花粉 吉 壁 的 最 内 层 ， 包 围 着 
花粉 母 细 胞 或 小 孢子 ， 对 花粉 的 发 育 和 形成 起 着 重要 作用 ( 范 彦 君 等 ，2016; 雷 刚 等 , 2022) 。 绒 息 
层 的 提前 或 延迟 解体 均 会 影响 小 孢子 的 发 育 ， 郭 瑛 琪 等 2021) 发 现 大 白菜 不 育 花药 绒 息 层 细 胞 


常 膨大 ， 严 重 空 泡 化 ， 提 前 降解 ， 


小 孢子 变形 干 瘦 而 死亡 ， 花 药 不 育 与 绒 千 层 提前 发 生 细胞 程 


序 性 死记 有关， 从 而 影响 小 孢子 进一步 发 育 的 营养 供应 。 在 峨眉 拟 单 性 木兰 不 育 花药 中 ， 小 孢子 


母 细 胞 时 期 ， 绒 秆 层 细 胞 排列 不 规整 ， 多 为 单 核 ， 在 随后 的 发 育 过 程 中 ， 绒 秸 层 细胞 膨大 、 排 列 
紧密 ， 与 位 于 药 隔 部 位 的 花药 壁 脱离 ， 没 有 进一步 发 育 ， 不 能 为 小 孢子 母 细 胞 提供 所 需要 的 营养 ， 


随 三 划 


致使 小 孢子 母 细胞 减速 分 裂 异 
发 育 引 起 的 ， 而 绒 想 层 发 育 异 沼 


TD o 


这 


的 原 


说 明 峨 眉 拟 单 性 木兰 两 性 花 雄 性 不 育 可 能 是 由 绒 千 层 的 异常 


因 ， 还 需要 进一步 研究 。 


| 


小 孢子 母 细 胞 减 数 分 裂 是 维持 小 孢子 正常 发 育 的 重要 过 程 。 前 人 对 杉木 (Cunninghamia 


anceolalo)( 李 亚 鹏 ，2023) 、 厚 轴 茶 


阳 ，2011) 等 不 育 系 材料 的 研究 结果 表明 ， 花 粉 母 细 胞 减 数 分 裂 过 程 出 现 问题 会 导致 花粉 败 育 。 


本 研究 观察 到 雄性 不 育 的 小 孢子 


等 较 多 异常 现象 ， 说 明 上 峨眉 拟 单 


子 败 育 的 原因 之 一 。 


母 细 


(Camellia crassicolumna) 〈 薪 会 兵 等 ，2020) 、 白 杨 ( 许 重 


胞 减 数 分 裂 过 程 中 存在 滞后 染色 体 、 染 色 体 桥 、 不 均等 分 离 
兰 小 苞 子 母 细胞 减 数 分 裂 过 程 中 染色 体 异 常 可 能 是 导致 小 孢 


3. 2 雄性 不 育 与 物质 代谢 、 抗 氧化 酶 活性 的 关系 
小 孢子 在 发 育 过 程 中 需要 积累 大 量 的 重 白 质 、 氨 基 酸 、 淀 粉 和 糖 类 物质 等 营养 物质 ， 这 些 物 
质 的 亏损 可 能 对 雄性 不 育 的 发 生起 到 诱导 作用 。 大 量 研究 发 现 雄 性 不 育 系 与 其 可 育 系 的 含 糖 量 及 


蛋白 质 含量 存在 显著 差异 ， 多 数 可 育 系 的 营养 物质 含量 高 于 不 育 株 ( 陈 伟 等 ，2017; 王 莹 等 , 2018; 


周涛 等 ，2022) 。 本 研究 发 现 ， 随 着 峨眉 拟 单 性 木兰 花药 的 发 育 ， 可 溶性 糖 、 可 溶性 蛋白 质 、 且 氮 


酸 的 含量 在 不 育 花 药 中 都 低 于 可 


育 花 


药 ， 特 别 在 单 核 期 、 花 粉 成 熟 期 的 含量 两 者 差距 更 大 ， 这 些 


生理 代谢 上 的 异常 与 小 孢子 母 旨 
研究 表明 ， 植 物 抗 氧化 酶 的 


胞 败 
活性 


育 也 有 密切 关系 。 
与 植物 雄性 不 育 密切 相关 。 厚 轴 茶 雄性 不 育 株 花 董 发 育 过 程 


POD 活性 升 高 ， 各 发 育 时 期 都 显著 高 于 可 育 株 ; 而 不 育 株 的 SOD 和 CAT 活性 呈 降 低 趋势 〈 蒋 


兵 等 ，2020) 。 西瓜 (Citrullus Ilanatus) 和 玉米 的 雄性 不 育 株 花 葛 发 育 过 程 中 POD 活性 显著 升 高 ， 


也 


CAT 活性 明显 降低 ( 王 永 琦 等 2016; 周 国 昌 等 2018)。 不 育 系 的 POD 活性 显著 上 升 ， 会 引起 呀 唆 乙 
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酸 类 物质 分 解 ， 造 成 IAA 亏损 ， 引 起 不 育 系 内 源 激素 含量 的 变化 或 使 激素 平衡 体系 受到 破坏 ， 从 
而 使 调节 功能 紊乱 ， 物 质 合 成 或 调运 的 不 足 使 雄蕊 活性 偏 低 ， 最 终 导致 雄性 器 官 不 育 〈 汉 小 磊 等 ， 
2012; 刘 子 涵 等 ，2017， 杨 龙 树 等 ，2017) 。 本 研究 发 现 ， 峨 眉 拟 单 性 木兰 不 育 花药 的 POD 活 | 
在 各 发 育 时 期 都 高 于 可 育 花药 ， 整 体 旦 上升 趋 势 ， 峨 眉 拟 单 性 木兰 不 育 花 药 的 CAT 活性 整体 呈 递 
减 趋势 ， 显 著 低 于 可 育 花药 ， 这 可 能 会 造成 活性 氧 的 积累 ， 对 小 孢子 母 细 胞 的 发 育 产生 毒害 从 而 
造成 败 育 ， 这 与 以 上 报道 的 结果 基本 一 致 。 
3. 3 两 性 花 中 雄性 不 育 的 生殖 策略 

拟 单 性 木兰 属 的 花 一 直 被 认为 是 雄花 两 性 花 异 株 ( 胡 先 铺 和 郑 万 钧 ，1951; 刘 玉 壶 等 ，1995)， 
本 试验 从 细胞 结构 和 生理 生化 基础 上 进一步 证 实 了 峨眉 拟 单 性 木兰 实 为 隐形 雌雄 异 株 ， 这 是 比 木 
兰 科 中 木 莲 属 、 含 笑 属 两 性 花 植 物 较为 进化 的 特征 。 一 些 濒危 植物 通过 选择 性 败 育 来 提高 后 代 的 
适合 度 , 可 能 是 生长 在 资源 贫乏 的 环境 下 , 在 长 期 进化 过 程 中 形成 的 一 种 生殖 保障 (徐涛 等 , 2012 )。 
新 疆 阿 魏 (Ferula sinkiangensis) 雄性 不 育 植株 通过 功能 性 峻 花 的 花药 败 育 ， 减 少 了 对 雄蕊 的 资源 
投入 ， 而 将 植株 能 量 用 于 形成 瞧 营 、 产 生 更 多 的 雌花 ， 以 生产 更 多 的 异 交 后 代 《〈 何 殉 和 谭 敦 炎 ， 
2022) 。 从 我 们 的 野外 调查 看 ， 峨 眉 拟 单 性 木兰 野外 种 群 分 布 区 域 狭窄 ， 生 长 在 悬崖 峭壁 上 ， 环 
境 资 源 非 常 有 限 。 蛾 眉 拟 单 性 木兰 两 性 花 中 的 雄性 选择 败 育 ， 为 雌 营 和 胚珠 的 正常 发 育 提 供 了 充 
足 的 营养 ， 有 利于 生殖 取得 成 功 。 肉 株 需 从 雄 株 上 获取 正常 花粉 才能 完成 授粉 并 结实 ， 这 种 专 性 
异 交 的 繁育 系统 促进 了 居 群 的 杂种 优势 作用 ， 可 以 提高 后 代 对 恶劣 环境 的 抵抗 力 。 雄 性 不 育 的 两 
性 花 植 株 与 雄 全 有 异 株 个 体 共 存 的 的 性 系统 体现 了 峨眉 拟 单 性 木兰 特有 的 资源 配置 模式 。 然 而 ， 这 
种 雄性 不 育 是 由 环境 因素 引起 ， 还 是 由 基因 决定 的 ? 这 有 待 于 进一步 地 深入 研究 。 

综 上 所 述 ， 通 过 对 峨眉 拟 单 性 木兰 两 种 雄蕊 的 细胞 发 育 结构 、 部 分 生理 生化 特性 的 比较 研究 ， 
发 现 小 孢子 母 细胞 减 数 分 裂 的 异常 是 导致 两 性 花 中 雄性 不 育 的 主要 原因 。 不 育 雄蕊 在 不 同 发 育 时 
期 的 可 溶性 蛋白 、 可 溶性 糖 和 游离 睛 氨 酸 含量 偏 低 ，POD 活性 升 高 ，CAT 活性 降低 ， 与 可 育 雄 蕊 之 
间 存 在 显著 差异 ， 说 明 它们 的 异常 可 能 与 两 性 花 中 的 雄性 不 育 存在 相关 性 。 今 后 还 有 待 于 从 激素 、 
分 子 等 方面 对 峨眉 拟 单 性 木兰 雄性 不 育 机 理 开展 进一步 研究 。 


座 
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